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Rezumatul tezei de doctorat
Introducere

Teza prezinta cele trei studii pe care le-am desfasurat ca parte a cercetarii mele doctorale,
sub conducerea Prof. Dr. Bogdan Ovidiu Popescu. Scopul general al cercetarii a fost sa
contribuie la 0 mai bund caracterizare a relatiilor dintre markerii serici de expunere la
endotoxina bacteriana (i.e., lipopolizaharidul (LPS) si proteina care leaga LPS (LBP)), markerii
de permeabilitate a barierei intestinale (i.c., zonulina serica si fecald) si markerii de inflamatie
gastrointestinala (i.e., calprotectina serica si fecald) la persoane cu boala Parkinson (BP)
sporadicd probabil multifactoriala. In primul studiu am evaluat corelatiile dintre markerii Sus-
mentionati si markerii de inflamatie periferica evaluati de rutina Tn practica clinica curenta la
pacienti cu BP sporadica probabil multifactoriala. In al doilea studiu am evaluat nivelurile
markerilor sus-mentionati la pacienti cu BP sporadica probabil multifactoriald comparativ cu
martori fara BP. In al treilea studiu am evaluat aceiasi markeri la pacienti cu BP sporadica
probabil multifactoriala comparativ cu pacienti cu BP familiala cu debut precoce (i.e., probabil
monogenicd). Tema de cercetare este importanta, expunerea la endotoxina bacteriana, alterarea
barierei intestinale si inflamatia gastrointestinald fiind potentiali factori de risc modificabili
pentru aparitia si progresia BP multifactoriale (posibil contribuind si la BP monogenica).
Totodata, acesti markeri s-ar putea dovedi folositori pentru diagnosticul BP prodromale.

Studiile au inclus in total 61 de participanti, dintre care 28 de pacienti cu BP sporadica
probabil multifactoriala (toate studiile), 28 de martori fara BP (al doilea studiu) si 5 martori cu
BP familiala cu debut precoce (al treilea studiu). In primul studiu am gasit ca beta2-
microglobulina serica si raportul monocite-limfocite (MLR) se coreleazd semnificativ cu
calprotectina serica. In al doilea studiu am gasit niveluri semnificativ mai mici ale LBP la
pacientii cu BP probabil multifactoriala comparativ cu martorii fara BP si niveluri semnificativ
crescute ale zonulinei si calprotectinei serice si fecale. In al treilea studiu am gasit nivelul
crescute ale LPS seric si zonulinei fecale si niveluri scazute ale LBP la pacientii cu BP
sporadica probabil multifactoriald comparativ cu cei cu BP familiala cu debut precoce.
Literatura in domeniu s-a imbogatit rapid pe parcursul ultimilor ani, insa niciunul dintre studiile
disponibile nu a testat concomitent toti acesti markeri si nici corelatiile dintre acestia si markerii
de inflamatie periferica testati de rutina in practica clinica.

Rezultatele studiilor mele sugereaza ca expunerea cronica la endotoxina bacteriana,
permeabilitatea intestinala crescuta si inflamatia gastrointestinala se Tntalnesc ih BP sporadica

multifactoriala si ar putea juca un rol in etiopatogenia ei.



. Nivelul actual al cunoasterii
1. Boala Parkinson sporadica

BP este o alfa-sinucleinopatie multisistemica progresiva incurabila. La nivel mondial
afecteaza peste 8.5 milioane de persoane (WHO, 2023). Cele mai multe cazuri sunt sporadice
multifactoriale, unul sau mai multi factori de mediu, precum si predispozitia poligenica,
contribuind la etiopatogenie. BP monogenice sunt rare, tipic familiale si cu debut clinic
precoce. Stilul de viata si alti factori potential modificabili reprezinta aspecte de interes, putand
oferi premisele unor interventii profilactice sau modificatoare de evolutie a bolii (Ascherio and
Schwarzschild, 2016).

Din punct de vedere neuropatologic, BP este caracterizata prin prezenta neurodegenerarii
selective cu acumulare intraneuronala a unor agregate insolubile, compuse n principal din afla-
sinucleind modificatd conformational, numite corpi Lewy si neurite Lewy (Mezey et al., 1998).
Patologia Lewy este intalnita in 95-99% dintre cazurile de BP, inclusiv in majoritatea formelor
monogenice (Balestrino and Schapira, 2020; Berg et al., 2014; Braak et al., 2003a; Coughlin
et al., 2019). Modificarile neuroinflamatorii si disfunctia neuronala sunt de asemenea intalnite,
implicand n evolutie atat sistemul nervos periferic cat si pe cel central (Balestrino and
Schapira, 2020; Braak et al., 2003a; Coughlin et al., 2019).

In majoritatea cazurilor, modificarile anatomopatologice debuteaza intestinal, la nivelul
sistemului nervos enteric, raspandindu-se ulterior, la nivelul sistemului nervos central, prin axa
neuralda intestin-creier, probabil printr-un mecanism prionic. Aceasta Vviziune asupra
etiopatogeniei BP inglobeaza teoria dublei lovituri a lui Braak (cel putin ,,lovitura” de la nivel
intestinal) (Braak and Del Tredici, 2017; Hawkes et al., 2007; Hawkes et al., 2009) si
corespunde modelului sediului de origine a alfa-sinucleinei sj conectomului, propus recent de
Per Borghammer, care afirma existenta unui subtip de BP cu debut periferic, enteral, si a unui
subtip cu debut cerebral (Borghammer, 2021; Borghammer and Van Den Berge, 2019;
Horsager et al., 2020; Horsager et al., 2022). Evenimentele care declanseaza transformarea
amiloida a alfa-sinucleinei si mecanismele care leagd acest fenomen de neurodegenerarea
selectiva observata in BP necesita clarificare suplimentara. Latenta lunga de la debutul biologic
al BP si pana la prezentarea clinica ofera o fereastra terapeutica larga pentru interventii care ar
putea Tncetini sau opri progresia BP.

Persoanele cu BP au o prevalenta crescuta a disbiozei intestinale, aceasta fiind prezenta
chiar si in stadiile de debut ale bolii (Baldini et al., 2020; Bedarf et al., 2017; Cirstea et al.,
2020; Dumitrescu et al., 2018; Heintz-Buschart et al., 2018; Hill-Burns et al., 2017; Houser



etal., 2018; Houser and Tansey, 2017; Nishiwaki et al., 2020; Nuzum et al., 2020). In mod
interesant, studii experimentale arata ca microbiota intestinala este necesara pentru aparitia
patologiei Lewy si a dizabilitatii motorii la soareci care hiperexprima alfa-sinucleina
(Sampson et al., 2016). Intre posibilele consecinte ale disbiozei intestinale, excesul de
produsi amiloidogeni bacterieni ridica un interes aparte, acestia fiind potential factori
declansatori ai modificarilor conformationale ale alfa-sinucleinei la persoanele cu BP

multifactoriala cu debut enteral.

2. Produsii amiloidogeni ai microbiotei intestinale si insimantarea incrucisata a alfa-
sinucleinei

Tractul gastrointestinal are o suprafatd mare la nivelul careia alfa-sinucleina ar putea intra
n contact cu factori de mediu, in special in prezenta hiperpermeabilitatii barierei intestinale
(care ar permite un contact mai apropiat intre xenobiotice potential amiloidogene din lumenul
gastrointestinal si alfa-sinucleina din neuronii enterali) si inflamatiei gastrointestinale (care
induce hiperexpresie a alfa-sinucleinei in neuronii enterali). Amiloidogeneza alfa-sinucleinei
(i.e., modificarea conformationald cu Tmpaturire defectuoasa, autoagregarea cu formare de
agregate insolubile si insamantare asupra proteinelor nemodificate) este aspectul patogenic
central a BP multifactoriale. Inflamatia gastrointestinala si cresterea permeabilitdtii intestinale,
legate fie de dishioza intestinala fie de alti factori, se intalnesc in BP si sunt potentiali factori
de risc pentru aparitia acestuia, formand un mediu gastrointestinal care ar putea promova
amilodiogeneza alfa-sinucleinei, si ar putea creste susceptibilitatea neuronala la
neurodegenerare (Manole et al., 2021). Dovezi experimentale sugereaza ca prezenta anumitor
produsi amiloidogeni ai microbiotei intestinale, cum ar fi entodoxina bacteriana LPS, proteina
amiloid functionala curli si biosurfactantul bacterian rhamnolipid, precum si prezenta altor
xenobiotice amiloidogene la nivelul lumenului intestinal (de exemplu din surse de mediu sau
alimentare) ar putea declansa sau accelera amiloidogeneza alfa-sinucleinei (Brown, 2019;
Brown et al., 2023; Clunn et al., 2000; Lange et al., 2003; Lerner, 2022; Manole et al., 2021,
Niehaus and Lange, 2003). Prin urmare prezenta unei microbiote intestinale amilodiogene ar
putea declansa sau exacerba amiloidogeneza alfa-sinucleinei (in prezenta permeabilitatii
crescute a barierei intestinale si s inflamatiei gastrointestinale) fiind un potential factor de risc

modificabil in BP sporadica cu debut enteral.



Il.  Contributii personale
3. Conceptul si metodologia cercetarii

Majoritatea persoanelor cu BP au simptome gastrointestinale ca prime manifestari ale
bolii, constipatia precedand parkinsonismul chiar si cu o decada (Postuma et al., 2015). La
momentul actual se considera ca simptomatologia gastrointestinala este legata de modificarile
anatomopatologice care apar la nivelul sistemului nervos enteric Tnainte de a se propaga la
nivelul sistemului nervos central prin nervul vag si conectomul simpatic (Borghammer, 2021;
Braak et al., 2006; Devos et al., 2013).

Mai multi markeri de inflamatie periferica sunt testati in practica clinica de rutind, cei
mai multi dintre acestia fiind ieftini si usor accesibili. Acestia includ viteza de sedimentare a
hematiilor (VSH), fibrinogenul, proteina C reactiva (PCR), beta2-microglobulina serica,
raportul neutrofile-limfocite (NLR), raportul monocite-limfocite (MLR) si raportul trombocite-
limfocite (PLR).

Endotoxina produsa de bacteriile Gram negative, LPS, este utilizata pentru a induce
modificari anatomopatologice de BP la modele animale (Deng et al., 2020; Dutta et al., 2008;
Gao et al., 2011a; Kelly et al., 2014). Variantele de LPS produse de diferite specii bacteriene
au capacitati diferite de a induce neuroinflamatie si toxicitate (Raetz and Whitfield, 2002;
Vatanen et al., 2016). In absenta infectiilor bacteriene, sursa principala de LPS circulant la om
sunt bacteriile Gram negative din microbiomul intestinal (Bhattacharyya and Bhunia, 2021;
Shannon, 2022). Microbiomul intestinal al pacientilor cu BP are niveluri crescute de bacterii
Gram negative care produc LPS proinflamator, Tn timp ce microbiomul martorilor fara BP are
niveluri mai crescute de bacterii Gram pozitive si de bacterii Gram negative care produc LPS
anti-inflamator (Gorecki et al., 2019; Scheperjans et al., 2015; Scheperjans et al., 2016; Yan et
al., 2021). Contaminarea alimentelor cu LPS poate de asemenea contribui la endotoxinemie iar
nivelurile de LPS cresc tranzitor dupa mese bogate in lipide (Erridge et al., 2007). Totodata,
paradontoza se asociaza cu risc crescut de BP si cu niveluri crescute ale LPS (Chen et al., 2018;
Chen et al., 2017; Olsen et al., 2020). Cresterea permeabilitatii barierei intestinale, obezitatea
si bolile de ficat sunt de asemenea asociate cu niveluri crescute de LPS circulant (Hersoug et
al., 2016; Kitabatake et al., 2017). Mai multe metode de laborator pot fi folosite pentru
masurarea nivelului seric sau plasmatic de LPS, cea mai frecvent folosita fiind ELISA
(Citronberg et al., 2016; Forsyth et al., 2011; Hasegawa et al., 2015; Loffredo et al., 2020; Pal
et al., 2015; Wijeyekoon et al., 2020; Yao et al., 2016). Prezenta LPS in sange induce sinteza

de LBP care are timp de Thjumatatire mai lung si este e considerat un marker mai bun pentru
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aprecierea expunerii la endotoxina bacteriana (Schumann, 2011). Cu toate acestea, si nivelurile
de LBP au reproductibilitate limitata (Citronberg et al., 2016). Mai mult, niveluri scazute de
LBP augmenteaza activarea sistemului imun indusa de LPS in timp ce niveluri crescute o scad
(Gutsmann et al., 2001), ceea ce face interpretarea rezultatelor dificila (Forsyth et al., 2011,
Zhao et al., 2023).

Prezenta permeabilitatii crescute a barierei intestinale a fost demonstrata la pacientii cu
BP prin metode cu specificitate inalta (Forsyth et al., 2011; Perez-Pardo et al., 2019). Zonulina
este parte din jonctiunile stranse ale barierei intestinale, modulandu-i permeabilitatea prin
dezmembrarea zonulei occludens (Ajamian et al., 2019; Fasano, 2012; Ohlsson et al., 2017b).
Eliberarea de zonulina este declansata de bacterii dar si de diferite alimente, nivelul local al
acesteia corelandu-se cu permeabilitatea barierei intestinale (Fasano, 2012). Nivelul de
zonulind poate fi masurat prin ELISA. Nivelul sdu seric este considerat marker de
permeabilitate a barierei intestinale (Aho et al., 2021; Boncuk Ulas et al., 2023; Loffredo et al.,
2020; Mulak et al., 2019; Schwiertz et al., 2018). Relevanta zonulinei serice ca marker de
bariera intestinala este Tnca dezbatuta (Ajamian et al., 2019; Fasano, 2021; Massier et al., 2021,
Ohlsson et al., 2017a; Talley et al., 2020).

Calprotectina este o proteina pleiotropica similara citokinelor, cu efect bacteriostatic si
fungistatic (Walsham and Sherwood, 2016). Este eliberata la locul inflamatiei de neutrofile
activate, monocite si celule endoteliale, nivelurile sale crescand rapid in prezenta bacteriilor
(Dhaliwal et al., 2015; Diamanti et al., 2010; Jensen et al., 2011; Kowalski and Mulak, 2019;
Moein et al., 2017). Este foarte stabild in produse biologice si poate fi masurata prin ELISA.
Nivelul fecal de calprotectina este un marker foarte bine caracterizat de inflamatie intestinala,
insa nivelurile crescute de calprotectina fecala nu sunt specifice bolilor inflamatorii intestinale,
putand fi modificate si Tn alte circumstante (Khaki-Khatibi et al., 2020; Mumolo et al., 2018).

Relevanta calprotectinei serice ca marker de inflamatie intestinala nu e clara.

Obiectivele principale ale cercetirii doctorale:

1. sa evalueze markeri serici de expunere la endotoxina bacteriana (i.e., LPS si LBP in
ser), markeri serici si fecali de permeabilitate a barierei intestinale (i.e., zonulina serica si
fecala) si markeri serici si fecali de inflamatie gastrointestinald (i.e., calprotectina serica si
fecala) la persoane cu BP sporadica probabil multifactoriala, comparativ cu martori fara BP si
martori cu BP familiala cu debut precoce (i.e., probabil monogenica).

2. sa evalueze corelatiile dintre markerii de inflamatie periferica care sunt testati de

rutind in practica clinica si markerii de expunere la endotoxina bacteriand, de permeabilitate a



barierei intestinale si de inflamatie gastrointestinald la pacienti cu BP sporadica probabil

multifactoriala.

Obiectivele secundare ale cercetirii doctorale sunt:

1. sa evalueze utilitatea markerilor serici de expunere la endotoxina bacteriana,
markerilor serici si fecali de permeabilitate a barierei intestinale si markerilor serici si fecali de
inflamatie gastrointestinala in prezicerea riscului sau probabilitatii pentru diagnosticul de BP
sporadica probabil multifactoriala (versus a nu avea BP clinica).

2. sa evalueze corelatiile dintre markerii serici de expunere la endotoxina bacteriana,
markerii serici si fecali de permeabilitate a barierei intestinale si markerii serici si fecali de
inflamatie gastrointestinala si caracteristicile BP la persoane cu BP sporadicd probabil

multifactoriala.

Intrebarile cercetarii sunt:

1. Exista diferente semnificative intre nivelurile serice de LPS si LBP (i.e., markeri de
expunere la endotoxina bacteriana) la pacienti cu BP sporadica probabil multifactoriala
comparativ cu martori fara BP si cu martori cu BP familiala cu debut precoce?

2. Exista diferente semnificative intre nivelurile serice si fecale ale zonulinei (i.e.,
markeri de permeabilitate a barierei intestinale) la pacienti cu BP sporadicd probabil
multifactoriald comparativ cu martori fara BP si cu martori cu BP familiald cu debut precoce?

3. Exista diferente semnificative intre nivelurile serice si fecale de calprotectina (i.e.,
markeri de inflamatie gastrointestinald) la pacienti cu BP sporadica probabil multifactoriala
comparativ cu martori fara BP si cu martori cu BP familiala cu debut precoce?

4. Markerii de expunere la endotoxina bacteriana, de permeabilitate a barierei intestinale
si de inflamatie gastrointestinald prezic riscul sau probabilitatea pentru diagnosticul de BP
sporadica probabil multifactoriala (versus a nu avea BP clinica)?

5. Markerii de expunere la endotoxina bacteriana, de permeabilitate a barierei intestinale
si de inflamatie gastrointestinald se coreleaza cu caracteristici ale BP la pacienti cu BP
sporadica probabil multifactoriala?

6. Exista corelatii semnificative intre markerii de inflamatie periferica testati de rutina in
practica clinica si markerii de expunere la endotoxind bacteriand, de permeabilitate a barierei
intestinale si de inflamatie gastrointestinala la pacienti cu BP sporadica probabil

multifactoriala?

10



Ipotezele cercetarii sunt:

1. Nivelurile medii ale LPS seric sunt mai mari la pacientii cu BP sporadica probabil
multifactorialda comparativ cu martorii fara BP si comparativ cu martorii cu BP familiala cu
debut precoce. Nivelurile serice de LPS nu prezic riscul / probabilitatea de a avea BP sporadica
probabil multifactoriala (comparativ cu a nu avea BP clinica) si nu se asociaza cu durata, stadiul
si severitatea BP.

2. Nivelurile medii ale LBP serice sunt mai scazute la pacientii cu BP sporadica probabil
multifactorialda comparativ cu martori fara BP si cu martori cu BP familiala cu debut precoce.
Nivelurile serice joase de LBP se asociaza cu un risc crescut de a avea BP sporadica probabil
multifactoriald (comparativ cu a nu avea BP clinicd) si cu durata, stadiul si severitatea BP.

3. Nivelurile medii ale zonulinei serice si fecale sunt mai crescute la pacientii cu BP
sporadica probabil multifactoriala comparativ cu martori fara BP si cu martori cu BP familiala
cu debut precoce. Nivelurile serice si fecale crescute ale zonulinei se asociaza cu un risc crescut
de a avea BP sporadica probabil multifactoriala (comparativ cu a nu avea BP clinicd) si cu
durata, stadiul si severitatea BP.

4. Nivelurile mediii ale calprotectinei serice si fecale sunt mai crescute la pacientii cu
BP sporadica probabil multifactoriald comparativ cu martori fara BP si cu martori cu BP
familiala cu debut precoce. Nivelurile serice si fecale crescute ale calprotectinei se asociaza cu
un risc crescut de a avea BP sporadica probabil multifactoriala (comparativ cu a nu avea BP
clinica) si cu durata, stadiul si severitatea BP.

5. Markerii de expunere la endotoxina bacteriana, de permeabilitate a barierei intestinale
si de inflamatie gastrointestinald utilizati in diferite combinatii sunt predictori mai buni decéat
atunci cand sunt folositi izolat pentru riscul de a avea BP sporadica probabil multifactoriala
(comparativ cu a nu avea BP).

6. Nu exista corelatii semnificative intre markerii de inflamatie periferica testati de rutind
in practica clinica si markerii de expunere la endotoxind bacteriana (i.e., LPS si LBP in ser),
markerii de permeabilitate a barierei intestinale (i.e., zonulina serica si fecald), markerii de
inflamatie gastrointestinala (i.e., calprotectina serica si fecald) la pacientii cu BP sporadica

probabil multifactoriala.

Designul studiilor
Primul studiu are un design transversal, cu analiza descriptiva si corelatii. Include
pacienti cu BP sporadica probabil multifactoriala care indeplinesc criteriile de includere si nu

au niciun criteriu de excludere dintre cele consemnate mai jos. Studiul evalueaza prevalenta
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nivelurilor crescute ale markerilor de inflamatie periferica testati de rutind in practica clinica
(rezultate obtinute din fisele medicale recente, in cazul in care au fost disponibile) la pacienti
cu BP sporadica probabil multifactoriala si corelatiile dintre nivelurile acestor markeri si
nivelurile serice ale LPS si LBP, nivelurile serice si fecale ale zonulinei si nivelurile serice si
fecale ale calprotectinei, precum si dintre nivelurile tuturor acestor markeri si caracteristici ale
BP. Primul studiu corespunde celui de-al doilea obiectiv principal si celui de-al doilea obiectiv
secundar, raspunzand intrebarilor de cercetare 6 si 5 si testand ipoteza 6 si partial primele 4
ipoteze.

Al doilea studiu are un design caz-martor. Evalueaza nivelurile serice ale LPS si LBP,
nivelurile serice si fecale ale zonulinei si nivelurile serice si fecale ale calprotectinei la pacienti
cu BP sporadica probabil multifactoriald comparativ cu controli fara BP. Al doilea studiu
corespunde primului obiectiv principal si primului obiectiv secundar, raspunzand primelor 4
intrebari de cercetare si testand primele 5 ipoteze. Criteriile de includere si de excludere pentru
cele 2 grupuri, cu BP sporadica probabil multifactoriala si fara BP, sunt detaliate mai jos.

Al treilea studiu are tot un design caz-martor, evaluand nivelurile serice ale LPS si LBP,
nivelurile serice si fecale ale zonulinei si nivelurile serice si fecale ale calprotectinei la pacienti
cu BP sporadica probabil multifactoriala comparativ cu pacienti cu BP familiald cu debut
precoce. Criteriile de includere si de excludere pentru grupul de BP sporadica sunt aceleasi ca
pentru al doilea studiu. Criteriile de includere si de excludere pentru grupul cu BP familiala cu
debut precoce sunt detaliate mai jos. Al treilea studiu corespunde primului obiectiv principal,

raspunzand primelor 3 intrebari de cercetare si testand parte din primele 4 ipoteze.

Organizarea studiilor, recrutarea, inrolarea si evaluarea participantilor

Studiile au fost realizate de Universitatea de Medicina si Farmacie ,,Carol Davila”,
Bucuresti, Romania, in colaborare cu Sectiile de Neurologie ale Spitalului Clinic Colentina si
Institutul National de Patologie ,,Victor Babes”. Tnrolarea in studii s-a bazat pe criterii de
includere si excludere predefinite. Am evaluat participantii clinic si am colectat date din fisele
medicale disponibile. De asemenea, am colectat probe de ser si fecale si am masurat nivelurile

de LPS, LBP, zonulina si calprotectind, folosind kituri ELISA disponibile comercial.

Criterii de includere pentru primul studiu: pacienti care indeplinesc Criteriile de
Diagnostic Clinic MDS pentru BP certa clinic sau clinic probabila (Postuma et al., 2015), cu
debutul simptomelor motorii dupa varsta de 50 de ani, fara antecedente familiale de BP (rude

de gradul I sau II) si fara alte dovezi care sa sugereze BP monogenica, care au fost testati Tn
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putin unul dintre markerii de inflamatie periferica evaluati in cadrul studiului.

Criterii de includere pentru grupul de cazuri in al doilea si al treilea studiu (BP
sporadica probabil multifactoriali): pacienti care indeplinesc Criteriile de Diagnostic Clinic
MDS pentru BP certa clinic sau clinic probabila (Postuma et al., 2015), cu debut simptomelor
motorii dupa varsta de 50 de ani, fara antecedente familiale de BP la rudele de gradul 1 sau Il
si fara alte dovezi care sa sugereze PD monogenica (e.g., rezultatele testelor genetice, daca sunt
disponibile).

Criterii de includere pentru grupul martor in cel de-al doilea studiu (fara BP): adulti
care nu indeplinesc criteriile de diagnostic pentru BP, fara markeri clinici motori Sau nonmotori
pentru BP prodromala (Berg et al., 2015; Heinzel et al., 2019), cu exceptia constipatiei izolate

(nu este obligatorie, dar permisa).

Criterii de includere pentru grupul martor in cel de-al treilea studiu (BP familiala
cu debut precoce): pacienti care indeplinesc Criteriile de Diagnostic Clinic MDS pentru BP
certa clinic sau probabila clinic (Postuma et al., 2015), cu debutul simptomelor motorii Thainte
de varsta de 50 de ani si antecedente de BP la rudele de gradul I sau II, cu sau fara alte dovezi

care sugereaza BP monogenica (e.g., rezultatele testelor genetice, daca sunt disponibile).

Criterii de excludere pentru toate studiile si grupurile: diagnostic recent (mai putin
de 6 luni) sau concomitent/in desfasurare de boli gastrointestinale sau sistemice (fara legatura
cu BP) care ar putea interfera cu rezultatele testelor de laborator; accident vascular cerebral
recent sau alte boli neurologice recente sau in curs de desfasurare sau dizabilitate severa care
ar putea interfera cu procedurile de evaluare sau rezultatele testelor facute in cadrul studiului;
tratament cu antibiotice in ultimele 3 luni inainte de includere; utilizarea in ultima luna a altor

medicamente sau suplimente care pot interfera cu rezultatele testelor de laborator.

Colectarea, stocarea si procesarea probelor biologice

Probele de sange venos periferic au fost recoltate a jeun n ziua de dupa inrolarea in studiu
sau n ziua inrolarii in studiu. Probele de scaun au fost colectate direct de participantii la studiu,
fiind tinute la temperatura camerei pentru un timp cat mai scurt, ulterior fiind refrigerate la 4-
8 °C pentru maxim 24 de ore, ulterior preprocesate folosind tuburi de preparare si extractie
disponibile comercial (K 6998SAS, K 6999, Immundiagnostik AG, Germany).
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Metode de laborator

Markerii de expunere la endotoxind bacteriana, markerii de permeabilitate a barierei
intestinale si markerii de inflamatie gastrointestinala au fost masurati Tn cadrul Institutului
National de Patologie ,,Victor Babes” din Bucuresti, folosind kituri ELISA disponibile
comercial. Testarea a fost facuta conform protocolului care a venit cu fiecare kit. Au fost
folosite urmatoarele kituri: Human Lipopolysaccharides ELISA kit CSB-E09945h (Cusabio,
China), Human Lipopolysaccharides Binding Protein ELISA kit CSB-E09629h (Cusabio,
China), IDK® Zonulin ELISA K 5601 (Immundiagnostik AG, Germany), IDK® Zonulin
ELISA K 5600 (Immundiagnostik AG, Germany), IDK® Calprotectin ELISA K 6935
(Immundiagnostik AG, Germany), the IDK® Calprotectin ELISA K 6927 (Immundiagnostik
AG, Germany).

Analiza statistica

Pentru analiza statisticd am folosit IBM® SPSS® Statistics versiunea 29. Pentru calcularea
puterii am folosit G*Power versiunea 3.1.9.7 (Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf) (Faul et
al., 2007).

Etica si protectia datelor personale

Cercetarea realizata este in conformitate cu Declaratia de la Helsinki, protocolul fiind
aprobat de Comisia de Etica a Spitalului Colentina (EMI-BPs, 3/16.04.2019, cu reaprobare n
2021). Toti participantii au semnat formularul de consimtamant informat inainte de inrolarea
n studiu. Procesarea datelor personale a fost realizata in acord cu Regulamentul General de
Protectie a Datelor (RGPD) 2016/679 si cu regulamentele locale n vigoare. Datele colectate

au fost pseudonimizate si anonimizate inainte de a fi prelucrate statistic.

Finantare

Evaluarea markerilor de expunere la endotoxina bacteriana, de permeabilitate a barierei
intestinale si de inflamatie gastrointestinala a fost finantatd de Ministerul Cercetarii si Inovarii
din Romania (in prezent Ministerul Cercetarii, Inovarii si Digitalizarii) prin intermediul PN
19.29.02.01/2019, ca parte a fazelor 2 si 3 ale proiectului “Efectul produsilor microbiotei
intestinale si proteinelor amiloid functionale asupra agregarii patologice a proteinelor si asupra
propagarii patologiei dupa un model prionic in modelele de neurodegenerare”, desfasurat la
Institutul National de Patologie ,,Victor Babes”, Bucuresti, Romania, sub conducerea Prof. Dr.
Bogdan O. Popescu, care este totodata si conducatorul de doctorat. Finantarea a fost obtinuta

prin competitie.
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4. Primul studiu: Corelatii intre markerii de inflamatie periferica testati de rutina in
practica clinica si markerii de expunere la endotoxina bacteriani, de permeabilitate a
barierei intestinale si de inflamatie gastrointestinala la pacientii cu boala Parkinson

sporadica

In primul studiu am evaluat corelatiile dintre markerii periferici de inflamatie testati de
rutind in practica clinica si nivelurile serice de LPS si LBP, nivelurile serice si fecale de
zonulina si nivelurile serice si fecale de calprotectina la pacienti cu BP sporadica probabil
multifactoriald. In studiu au fost inclusi 28 de pacienti cu BP sporadica probabil multifactoriala
(19 sex masculin, 9 sex feminin). Varsta medie a fost 66.46 de ani.

Am obtinut rezultate semnificative statistic pentru corelatiile dintre beta2-microglobulina
si calprotectina serica (rs = 0.534, N = 22, p = 0.01) si dintre MLR si calprotectina serica (fs =
0.499, N = 27, p = 0.008). De notat ca beta2-microglobulina serica a avut valori peste limita
superioard a intervalului de referinta la 39.13% dintre pacienti.

Nivelurile de LPS seric s-au corelat cu nivelurile de LBP (rs = 0.878, N = 27, p < 0.0005).
Nivelurile de zonulina fecala s-au corelat indirect cu calprotectina fecala (rs = - 0.526, N = 23,
p = 0.01), in timp ce calprotectina serica s-a corelat cu vérsta (rs = 0.441, N = 27, p = 0.021) si
cu varsta la debutul manifestarilor motorii (rs = 0.398, N = 27, p = 0.040). Merita mentionat ca
am obtinut 0 corelatie inversa semnificativa intre nivelul seric de LPS si nivelul seric de acid

uric (rs = -0.405, N = 26, p = 0.040), un antioxidant potent.

5. Al doilea studiu: Markerii de expunere la endotoxinia bacteriani, de permeabilitate a
barierei intestinale si de inflamatie gastrointestinali la pacientii cu boali Parkinson

sporadica comparativ cu martori fara boala Parkinson

In cel de-al doilea studiu am evaluat nivelurile serice ale LPS si LBP, nivelurile serice si
fecale ale zonulinei si nivelurile serice si fecale ale calprotectinei la pacienti cu BP sporadica
probabil multifactoriala comparativ cu martori farda BP. In studiu au fost inclusi 56 de
participanti, 28 de pacienti cu BP sporadica (19 de sex masculin, 9 de sex feminin) si 28 de
martori neimperecheati (15 de sex masculin, 13 de sex feminin). Grupul pacientilor cu BP
sporadica se suprapune complet peste populatia primului studiu.

Nivelurile medii ale LBP au fost semnificativ mai scazute la pacientii cu BP sporadica
comparativ cu martorii (6.82 mcg/ml versus 17.28 mcg/ml, p = 0.001), in pofida unor niveluri
similare de LPS (406.17 pg/ml versus 407.63 pg/ml, p = 0.975). Nivelurile serice ale LBP sub
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15 mcg/ml s-au asociat cu un risc de 15 ori mai mare de a avea BP (OR 15, 95% CI: 2.972 —
75.695, p < 0.001), cu o sensibilitate de 92.86% si o specificitate de 53.57%.

Nivelurile medii de zonulina serica si fecala au fost semnificativ mai crescute la pacienti
cu BP sporadica comparativ cu martorii fara BP (26.6 ng/ml versus 21.5 ng/ml, p = 0.018,
respectiv 94.72 ng/ml versus 38.6 ng/ml, p < 0.001). Niciunul dintre participanti nu a avut
niveluri ale zonulinei service peste limita superioard a intervalului de referinta, dar 18.51%
dintre pacienti cu BP sporadica si 54.17% dintre martori au avut niveluri sub limita inferioara
a intervalului de referinta. Dintre pacienti cu BP sporadica 33.33% au avut niveluri ale
zonulinei fecale deasupra limitei superioare a referintei (comparativ cu niciunul dintre martori).
Valorile zonulinei serice peste 20 mg/ml s-au asociat cu un risc de 4.4 ori mai mare de a avea
BP sporadica (OR 4.4, 95% CI: 1.297 — 3.092, p = 0.023), cu o sensibilitate de 81.4% si 0
specificitate de 50%. In acelasi timp, niveluri ale zonulinei fecale peste 50 ng/ml s-au asociat
cu un risc de 8.4 ori mai mare de a avea BP sporadica (OR 8.4, 95% CI 2.119 — 33.292, p =
0.002), cu o sensibilitate de 75% si o specificitate de 73.68%.

Nivelurile serice si fecale ale calprotectinei au fost semnificativ mai crescute la pacienti
cu BP sporadica comparativ cu martorii fara BP (13.77 mcg/ml versus 6.88 mcg/ml, p = 0.004,
si 187.16 mcg/ml versus 57.94 mcg/ml, p < 0.001). Niveluri ale calprotectinei serice peste
limita superioara a intervalului de referinta au fost identificate la 88.89% dintre pacientii cu BP
sporadica si la 55.56% dintre martori. Niveluri ale calprotectinei fecale peste limita superioara
a intervalului de referinta au fost identificate la 91.3% dintre pacientii cu BP sporadica si la
33.33% dintre martori. De notat ca valori ale calprotectinei fecale de peste 100 mcg/ml au fost
identificate la 56.5% dintre pacientii cu BP sporadica si la 11.1% dintre martori, in timp ce
niveluri foarte Tnalte ale calprotectinei fecale, peste 250 mcg/ml, au fost identificate la 26.1%
dintre pacientii cu BP sporadica si la niciunul dintre martori. Niveluri ale calprotectinei serice
de peste 2.5 mcg/ml s-au asociat cu un risc de 10 ori mai mare de a avea BP (OR 10, 95%CI:
1.963 —50.940, p = 0.004), cu o sensibilitate de 92.6% si o specificitate de 44.44%, In timp ce
nivelurile calprotectinei fecale peste 100 mcg/ml s-au asociat cu un risc de 10.4 ori mai mare
de a avea BP sporadica (OR 10.4, 95% CI: 1.928 — 56.102, p = 0.004), cu o sensibilitate de
56.52% si o specificitate de 88.89%.

Studiul a inclus multiple modele de regresie logistica binara, toate aratand ca nivelurile
serice crescute ale LBP se asociaza cu 0 probabilitate semnificativ mai mica de a avea BP
sporadica, in timp ce nivelurile mai crescute ale zonulinei si calprotectinei fecale se asociaza

cu o probabilitate semnificativ mai mare de a avea BP sporadica.
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Cinci studii, inclusiv studiul prezent, au evaluat nivelurile serice ale LPS la pacienti cu
BP sporadica / idiopatica, trei dintre acestea gasind niveluri mai crescute la pacienti cu BP (de
Waal et al., 2018; Loffredo et al., 2020; Wijeyekoon et al., 2020), in timp ce un alt studiu foarte
mic (Forsyth et al., 2011), ca si studiul acesta, nu au gasit nicio diferenta.

Sase studii transversale caz-martor, inclusiv studiul actual, au evaluat nivelurile LBP la
pacienti cu BP sporadica / idiopatica comparativ cu martori farda BP. Toate au gasit valori
semnificativ mai scazute la pacientii cu BP (Chen et al., 2021; Forsyth et al., 2011; Hasegawa
et al., 2015; Pal et al., 2015; Perez-Pardo et al., 2019). Dimpotriva, un studiu caz-control
realizat pe o cohorta europeana mare prospectiva a aratat ca valori pre-diagnostice mai crescute
ale nivelului plasmatic de LBP s-ar putea asocial cu un risc mai mare de a dezvolta BP (Zhao
et al., 2023). Aceste rezultate aparent contradictorii sustin rolul endotoxinemiei in patogeneza
BP sporadice si fac necesara investigarea suplimentara. Existenta valorilor scazute ale LBP la
pacientii cu BP nu este complet inteleasa, expunerea cronica la cantitati mari de LPS scazand
posibil productia de LBP (Chen et al., 2021; Ding and Jin, 2014; Gutsmann et al., 2001; Martin
et al., 1992; Meng et al., 2021). In acelasi timp varsta Inaintata, excesul ponderal, sindromul
metabolic si tabagismul se asociaza cu niveluri crescute de LBP (Gonzalez-Quintela et al.,
2013), fiind potentiali factori de confuzie.

Pacientii cu BP au permeabilitate crescuta a barierei intestinale (Forsyth et al., 2011).
Trei studii, inclusiv studiul prezent (rezultate partial publicate), au evaluat nivelurile serice ale
zonulinei la pacienti cu BP sporadica / idiopatica, gasindu-le crescute comparativ cu martorii
fara BP, ceea ce sugereaza permeabilitate crescutd a barierei intestinale (Boncuk Ulas et al.,
2023; Dumitrescu et al., 2021; Loffredo et al., 2020). Nivelurile zonulinei fecale la pacienti cu
BP sporadica /idiopatica au fost evaluate in patru studii, inclusiv studiul actual (rezultate partial
publicate), toate acestea gasind valori crescute la pacienti cu BP (Aho et al., 2021; Dumitrescu
etal., 2021; Mulak et al., 2019; Schwiertz et al., 2018).

Niciun alt studiu cu exceptia studiului de fata nu a evaluat nivelurile serice ale
calprotectinei la pacientii cu BP. Sapte studii, inclusiv studiul actual (rezultate partial publicate)
au evaluat nivelurile calprotectinei fecale la pacienti cu BP sporadica/idiopatica, toate gasind
valori semnificativ mai mari la pacienti comparativ cu martorii fara BP (Aho et al., 2021,
Augustin et al., 2023; Dumitrescu et al., 2021; Hor et al., 2022; Mulak et al., 2019; Schwiertz
etal., 2018; Weis et al., 2019).
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6. Al treilea studiu: Markerii de expunere la endotoxina bacteriani, de permeabilitate a
barierei intestinale si de inflamatie gastrointestinali la pacientii cu boalia Parkinson

sporadica comparativ cu martori cu boala Parkinson familiala cu debut precoce

In cel de-al treilea studiu am evaluat nivelurile serice ale LPS si LBP, nivelurile serice si
fecale ale zonulinei si nivelurile serice si fecale ale calprotectinei la pacientii cu BP sporadica
probabil multifactoriala comparativ cu martori cu BP familiala cu debut precoce. Studiul a
inclus 33 de participanti, 28 de pacienti cu BP sporadica probabil multifactoriala si 5 martori
cu BP familiald cu debut precoce. Grupul pacientilor cu BP sporadica se suprapune complet pe
grupul pacientilor cu BP din primele doua studii.

Nivelurile serice medii ale LPS au fost mai inalte la pacientii cu BP sporadica comparativ
Ccu pacientii cu BP familiala (406.17 mcg/ml versus 209.41 pg/ml), desi fusesera similare in
grupul pacientilor cu BP sporadica comparativ cu martorii fara BP (vezi al doilea studiu).
Nivelurile medii ale LBP serice au fost mai scazute in grupul pacientilor cu BP sporadica decat
in grupul pacientilor cu BP familiala (6.82 mcg/ml versus 12.50 mcg/ml). Nivelurile medii ale
zonulinei au fost similare la pacientii cu BP sporadica si familiala, dar mai inalte decat la
martorii fara BP (26.6 ng/ml versus 27.78 ng/ml versus 1.5 ng/ml). Nivelurile medii ale
zonulinei fecale au fost mai inalte la pacientii cu BP sporadicd comparativ cu cei cu BP
familiala (94.72 ng/ml versus 25.86 ng/ml). Nivelurile medii ale calprotectinei serice au fost
mai Tnalte la pacientii cu BP sporadica decat la pacientii cu BP familiala, fiind mai crescute
insa comparativ cu martorii fara BP (13.77 mcg/ml versus 10.38 mcg/ml versus 6.88 mcg/ml).
Nivelurile medii ale calprotectinei fecale au fost mai Tnalte la pacientii cu BP sporadica decat
la cei cu BP familiala, dar mai nalte si la pacientii cu BP familiald comparativ cu martorii fara
BP (187.16 mcg versus 145.92 mcg/ml versus 57.94 mcg/ml).

In acest studiu am identificat valori mai crescute ale LPS seric si ale zonulinei fecale si
valori mai scazute ale LBP la pacientii cu BP sporadica probabil multifactoriala comparativ cu
pacienti cu BP familiala cu debut precoce (probabil monogenica). Rezultatele acestui studiu
sugereaza ca valorile LPS sunt scazute la pacientii cu BP probabil monogenica, facand putin
probabil un rol important al endotoxinemiei la acestia — desi, este plauzibil ca in prezenta
variantelor genice patogene s fie necesare cantitdti mai mici de LPS. Merita notata tendinta
unor valori mai crescute ale markerilor de inflamatie intestinald la pacientii cu BP probabil

monogenica, aspect care necesita investigare suplimentara.
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7. Concluzii si contributii personale

Cercetarea mea doctorala include trei studii care isi propun sa contribuie la 0 mai buna
caracterizare a relatiilor dintre expunerea la endotoxina bacteriana (LPS fiind, intre altele, un
produs amiloidogen al microbiotei intestinale), permeabilitatea barierei intestinale si inflamatia
gastrointestinald in BP sporadica.

Principalele rezultate pe care le-am obtinut sunt in concordanta cu literatura disponibila.
In pofida limitarilor studiilor pe care le-am realizat, in principal legate de numarul mic de
participanti, designul transversal si specificitatea markerilor de laborator utilizati, cercetarea
mea doctorald aduce dovezi suplimentare cu privire la existenta expunerii cronice la
endotoxina, a disfunctia barierei intestinale si a inflamatiei gastrointestinale la pacientii cu BP
sporadica multifactoriald si la potentialul rol pe care acestea l-ar putea avea in aparitia si
progresia BP. Existenta unei microbiote amiloidogene nsotitd de cresterea permeabilitatii
intestinale si de inflamatie gastrointestinald ar putea crea un mediu care sa favorizeze
dezvoltarea BP multifactoriale cu debut enteral la persoane susceptibile.

Studii viitoare, pe cohorte prospective mai mari, sunt necesare pentru a confirma si pentru
a dezvolta rezultatele actuale, precum si pentru a gasi cele mai bune modalitéti de a transpune
aceste rezultate Tn practica clinica. Aceste studii viitoare ar trebui sa fie axate pe evaluarea

multimodald a microbiomului intestinal, a barierei intestinale si a inflamatiei gastrointestinale.

7.2. Sumarul contributiilor personale

Cercetarea mea doctorala contribuie la o mai buna intelegere a relatiilor dintre expunerea
la endotoxind bacteriand, permeabilitatea barierei intestinale si inflamatie gastrointestinald in
BP sporadica, dupa cum urmeaza:

1. Primul studiu (Capitolul 4) ofera rezultatele primului si singurului studiu disponibil
pana la acest moment asupra corelatiilor dintre markerii de inflamatie periferica testati de rutina
in practica clinica si markerii de laborator de expunere la endotoxina bacteriana (i.e., LPS si
LBP n ser), markerii de permeabilitate a barierei intestinale (i.e., zonulina serica si fecala) si
markerii de inflamatie gastrointestinala (i.e., calprotectina serica si fecald). In acest studiu am
gasit cd beta2-microglobulina serica si MLR se coreleaza direct cu calprotectina serica. Aceste
corelatii nu au fost raportate pana in prezent dar sunt plauzibile biologic.

2. Al doilea studiu (Capitolul 5) ofera rezultatele primului si singurului studiu disponibil
pana la momentul actual care evalueaza markerii de laborator de expunere la endotoxinad, de
permeabilitate a barierei intestinale si de inflamatie gastrointestinala la pacienti cu BP

sporadica probabil multifactoriald comparativ cu martori fara BP. In acest studiu am gasit ca
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nivelul seric al LBP este semnificativ mai scazut la pacientii cu BP sporadica probabil
multifactoriala comparativ cu martorii fara BP, in pofida unor niveluri similare ale LPS seric.
Aceste rezultate sunt in concordanta cu datele disponibile in literatura, nivelurile scazute ale
LPS reflectand fie expunere cronica la LPS fie un raspuns alterat la LPS. Totodata, am gasit ca
nivelurile serice si fecale de zonulina si calprotectind sunt semnificativ mai mari la pacienti cu
BP sporadica probabil multifactoriala comparativ cu martorii fara BP, indicand coexistenta
disfunctiei barierei intestinale si a inflamatiei gastrointestinale. Modelele de regresie logistica
pe care le-am realizat au aratata ca nivelurile mai crescute ale LBP seric se asociaza cu 0
probabilitate semnificativ mai mica de a avea BP sporadica, in timp ce nivelurile fecale crescute
ale zonulinei si calprotectinei se asociaza cu 0 probabilitate semnificativ mai mare de a avea
BP sporadica probabil multifactoriala.

3. Al treilea studiu (Capitolul 6) ofera rezultatele primului si singurului studiu disponibil
pana la momentul actual care evalueaza markerii de expunere la endotoxind bacteriana, de
permeabilitate a barierei intestinale si de inflamatie gastrointestinald la pacienti cu BP
sporadica probabil multifactoriala comparativ cu martori cu BP familiala cu debut precoce (i.e.,
probabil monogenicd). Numarul de participanti in grupul martor a fost foarte mic, insa
rezultatele studiului sugereaza ca este pertinenta investigarea suplimentara a nivelurilor serice
si fecale ale calprotectinei si a markerilor de expunere la endotoxina bacteriana la pacientii cu

BP monogenica comparativ cu martori cu BP sporadica multifactoriala si martori fara BP.
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